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LIPOSOMES D'EAUX THERMALES STABILISES DANS UN GEL D'ADN 

La presente invention concerne des compositions a base d'eau 
thermaie comportant des liposomes d r eau thermale stabilises dans un gel 
5 d'ADN, utiles notamment en dermatologie et en cosmetologie. 

Les liposomes sont des micro-vesicules constitues d'une ou 
plusieurs bicouches lipidiques deiimitant un espace aqueux central et en cas 
de liposomes multi-lamellaires, un comportement aqueux entre deux 
bicouches. 

10 Ces structures sont composees de phopholipides auxqueis on 

ajoute frequemment des sterols tels que le cholesterol pour en augmenter 
la stabilite. 

Les liposomes peuvent etre classes selon leur taille et leur 
caractere uni ou multi-Iamellaire. 
15 M LV (Multi-Lamellar Vesicles) : diametre 100 a 5000 nm 

(plusieurs bicouches) 
LUV (Large Unilamellar Vesicles) : diametre 200 a 2000 nm 

(1 bicouche) 

SUV (Small Unilamellar Vesicles) : diametre 20 a 80 nm 

(1 bicouche) 

Des techniques permettant d'obtenir de grandes quantites de 
liposomes ont ete developpees dans l'industrie (ultra-dispersion, sonication, 
lipopred.) Ref. PUISIEUX F., DELATTRE J. - Les liposomes. Application 
therapeutiques. Technique et Documentation, Lavoisier Paris, 1985. 

Ces micro-vesicules sont capables d'intereagir avec les 
cellules dont les membranes sont de nature identique a celle du liposome. 
La dermatologie et la cosmetologie constituent des secteurs 
prometteurs pour Sexploitation des liposomes. 

Les principales etudes concernant la peau sont relatives aux 
liposomes de corticoldes. II sembierait que la micro-encapsulation des 
corticoides diminue la penetration percutanee du produit et augmente sa 
concentration au niveau des sites locaux : epiderme et derme. Ref. 
WOHLRAB W., LASCH 3. - Penetration Kinetics of liposomal hydrocortisone 
in human skin. Dermatologica, 17*, 18-22, 1987. 

3> 
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D'autres substances ont ete incorporees mais les etudes sont 
trop parcellaires pour etre generalises : l'EGF (Epidermal Growth Factor) 
aiderait a la cicatrisation des plaies : ies superoxydes dismutases auraient 
localement une action anti-inflammatoire. Malheureusement les vesicules 
de liposomes sont tres fragiies dans les formulations utilisees et elles sont 
souvlent detruites avant d'atteindre leur cible. 

De nombreux auteurs ont mentionne 1'utiJisation d'agents 
gelifiants pour stabiliser les vesicules liposomiaies sous forme de gel 
aqueux. 

Les principaux agents gelifiants utilises sont : la gelatine, les 
polymeres carboxyvinyliques, les polymeres metacryliques, les copolymeres 
de polydimethylsiloxane et plus recemment, ie collagene. 

La stabilisation des liposomes dans un gel aqueux avec les 
agents gelifiants actuellement utilises ne permet pas d'obtenir une stabilite 
de la formule superieure a 3 mois a la temperature de <f0°C. 

* La presente invention permet de pallier a cet inconvenient 
majeur en stabilisant les liposomes dans un gel d'acide desoxyribonucleique, 

Selon 1'invention, 1'ADN sera de l'ADN hautement polymerise 
seion des procedes connus de l'homme de TArt (ci-apres "ADN HP") et 
disponible commercialement. 

On peut citer en particulier de l'ADN presentant une masse 
molecuiaire comprise entre 500.000 et 1 500 000 de preference entre 
800.000 et 1.200.000.- 

La composition selon Tinvention contient avantageusement de 
0,1 a 10 % en poids d'ADN et plus particulierement de 0,5 a 5%. 

Seion ^invention, on incorpore dans ies liposomes des eaux 
thermales et plus particulierement Teau d'AVENE ou Teau de CAUTERETS. 
L f eau d'AVENE presente des vertus therapeutiques utiles dans le traitement 
des eczemas, prurits, psoriasis, retards de cicatrisation, brdlures. Des etudes 
fondamentales ont elles aussi apporte leur caution a Tefficacite de I'EAU 
D'AVENE. C'est ainsi que plusieurs series d'etudes ont permis de demontrer 
que I'EAU D'AVENE exerce un effet inhibiteur sur la degranulation des 
basophiles humains. Eiie inhibe egalement la migration des polynucleaires 
dont le role dans ^inflammation cutanee est important. 
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Leau de CAUTERETS suifuree presente, sous forme de 
~ un mteret en dermatome et p Jus particulierement dans 1 
trauements suwants : psoriasis, eczemas, acnee, prurit, seborrhee. aiopecie! 

La composition de 1'EAU D'AVENE est la suivante : 
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ANION 



CATIONS 



Ca ++ 


(calcium) 


Mg ++ 


(magnesium) 


K + 


(potassium) 


Na* 




Li + 


(lithium) 



HC0 3 " 


(bicarbonates).... 


cr 


(chlorures)....... ' 


SO^- 


(sulfates) 


N0 3 


(nitrates) 


NO* 


(nitrites) 


F" 


(fluorures...... 




(phosphates) 


Br~ 


(bromures) 



mg/1 



218,4 
5,8 
12,4 

1,1 
< 0,02 
0,12 
0,1 
0,1 



< 
< 



40,8 
22,7 
1,0 
M 
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L'eau de CAUTERETS a la composition suivante 



ANIONS 



mg/1 



HCO 3 
CO~3 
H 3 SiO- ft 
CI" 

so\" 

NO* 2 

NO", 

PO\ 

F" 

HS" 

s ° 2 r. 

s o 



Ca 2 + 

Mg 2+ 

Na + 

K + 

NH* 

Mn 2+ 

Al 3+ 

Zn 2+ 

- 2+ 
Cu 



(Bicarbonate). 
(Carbonates).., 

(Silicates) 

(Chlorures) 

(Sulfates) 

(Nitrites) 

(Nitrates) 

(Phosphates)... 

(Fluorures) . 

(Sulfures) 

(Sulfites) 

(Triosulfates)., 



CATIONS 



25 

23,4 

32,8 

45 

31,5 



2,2 
traces 
traces 

5,6 



(Calcium) 

(Magnesium.., 

(Sodium) 

(Potassium)... 
(Ammonium). 
(Manganese)., 
(Aluminium).. 

(Zinc) 

(Cuivre).... 

(Lithium) 



5 

0,12 
63,6 
1,8 



0,18 
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Bien entendu, selon la presente invention, toutes autres eaux 
thermales presentant un interet en therapeutique et/ou cosmetologique, 
peuvent egalement etre micro-encapsules afin de permettre une penetra- 
tion ciblee de ces eaux au niveau de l'epiderme et du derme; 

Selon une caracteristique additionnelle de la presente 
invention, la composition contient eventuellement en outre, un principe 
actif associe tel que 

• un agent antibacterien et plus particulierement le phenonip, 
l'EDTA, i'acide benzorque, le parahydroxybenzoate de 
butyle, I'acide sorbique. 

• un principe vitaminique associe tel que la vitamme E, la 
vitamine C. 

. ou encore une huile telle que de i'huile de bourrache ou de 
15 I'huile d'argan. 

Bien entendu, la liste ci-dessus n'est pas limitative. 

Ce principe actif associe sera aiors present en particular dans 
une quantite 0 de 5 % et le plus souvent de 0,1 a 3 % en poids de la 
composition. 

La composition selon la presente invention contient de facon 
avantageuse de 0,1 a 10 % en poids de lipides entrant dans la constitution 
des liposomes et plus particulierement de 0,5 a 5 %, le rapport en poids 
(iipides)/(eau thermale encapsulee dans les liposomes) est environ de 1/3. 

Dans un mode de realisation, les liposomes utilises dans la 
presente invention sont de type multilamellaires prepares selon le brevet 
francais 2 63* 375. 

Dans ce mode de realisation particulier, les gels de liposomes 
sont prepares de la maniere suivante : 
a) les liposomes 

On prepare une phase liquide constitute essentielJement par 
une solution de lipides amphiphiles et eventuellement un du principe actif 
associe de nature lypophile dans un solvant organique et plus particuliere- 
ment I'ethanol. 
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Cette phase est alors ajoutee sous agitation moderee, dans 
une solution d'eau thermaie contenant eventuellement un dit principe 
associe de nature hydrophile. 

Apres evaporation sous pression reduite, on obtient une 
5 suspension de concentration voulue en liposomes. 

Les lipides amphiphiles peuvent etre des glycoiipides, des 
phospho-aminolipides, et 'notamment les phospholipides, par exemple les 
lecithines (d ! oeuf, de soja, etc.). 

Le soivant est de preference un alcool miscible a i'eau en 
10 toutes proportions, notamment l'ethanol. 

La solution de lipides amphiphiles peut contenir en outre une 
substance de nature lipophile destinee a modifier les caracteristiques 
physiques (charge electrique, rigidite) ou chimique de la paroi telle que du 
cholesterol, de la stearylamine, de i ! acide phosphatidique, etc... 

La concentration des lipides dans le soivant peut etre de 0,1 a 
10 % en poids, de preference 1 a 5 % en poids. 

II est avantageux que le volume de soivant utilise pour la 
phase (1) soit compris entre 30 et 100 % ; par exemple environ 50 96, du 
volume d'eau de la phase (2), afin d'obtenir des liposomes de petite tailie 
20 (notamment de 100 a 300 nm). 

Ainsi I'invention permet d'obtenir des medicaments, notam- 
ment sous forme injectable et des produits cosmetiques qui sont tres 
.. stables. 

b) preparation du gel de liposomes : 

A la suspension precedente, on introduit sous agitation 
moderee l'ADN (notamment 1'ADN HP) ainsi qu'eventuellement les 
conservateurs et des parfums. 

L'invention permet d'obtenir des liposomes d ! eaux thermales 
parfaitement stabilises dans un gel. 

Ces formulations obtenues selon la presente invention, 
peuvent §tre utilisees en dermocosmetologie notamment par application 
topique lorsque la composition comporte un vehicule pour application 
■-r-i-'-f f>wui - agi. u< _ 6 c« uunuuiuiiiie eti ruoe ou systeme mecanique a 
pompe, ou de composition aerosol delivree sous forme de gel. 

35 
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Les exemples suivants sont destines a illustrer 1'invention sans 
pour autant presenter un caractere limitatif. 

EXEMPLE 1 : Preparation du lot de 5 kg de liposomes d'eau d'AVENE a 2 
5 % de lipides . 

Matiere premiere : 

1 - Phase organique 

- Phospholipide (LipoTde 80)o SEPPIC 100 g 
10 - Cholesterol BP 15 g 

- Ethanol 95° 2,5 litres 

2 - Phase aqueuse 

- Eau d'AVENE 5 litres 

- EDTA disodique 10 g 
1^ Mode operatoire : 

m i - Preparation de la phase organique I 

Dans 2,5 litres d'ethanol, on introduit sous forte agitation a 
temperature ambiante, 100 g de phospholipide, 10 g de cholesterol et 10 g 
de phenonim. On poursuit ^agitation 1/2 heure jusqu'a dissolution et 
20 obtention d'une phase homogene, jaune pale, 

2 - Preparation de la phase aqueuse II 

Dans 5 litres d'eau d'Avene, on introduit sous agitation, 10 g 
d'EDTA disodique. 

3 - Preparation des liposomes 

25 ° n introduit la phase organique I a I'aide d'un Kremlin et 

d'une pompe peristaltique, par filets, dans la phase aqueuse II. 

L'addition sous forte agitation a I'aide d'un Rayneri dure 15 
mn. La phase organique doit etre introduite en dehors dlu cone d'agitation. 
II se forme une phase laiteuse. 

30 ° n evapore sous pression reduite 2,7 litres (ethanol + eau). La 

temperature du bain-marie est de 50°C. On obtient une solution laiteuse de 
4,8 litres a 2 % de lipides que 1'on complete a 5 litres avec de i'eau 
d'AVENE: 
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EXEMPLE 2 : Preparation de la composition de liposomes d'eau thermale 
stabilises par un gel d'ADN HP . 

A la solution laiteuse precedente contenant 2 % de hpides, on 
5 introduit sous agitation moderee et par petites fractions, 100 g d'ADN Hp 
(commercialise par la societe JAVERNECH). La dissolution s'effectue 
lentement a temperature ambiante. Apres 1 heure d'agitation, on obtient 
une formulation stabilisee contenant 2 % de gel d'ADN Hp et 2 % de 
liposomes. 

10 



EXEMPLE 3 : Formulations 



Dans ies formulations ci-apres, la quantite (en poids) d'eau 
thermale encapsulee dans les liposomes est de Tordre de 3 fois celle des 
, lipides^constituant les liposomes. 



FORMULATION 1 : 

20 . Lipides 2 % 

ADN HP 2 % 

Phenonip 0,5 % 

EDTA 0,2 % 

Eau d'Avene q.s.p. 100 

25 

FORMULATION 2 : 



Lipides , 2 % 

ADN HP 0,5 % 

30 Phenonip 0,5 % 

EDTA 0,2 % 

Eau d'Avene q.s.p. 100 
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FORMULATION 3 : 



Lipides 2 96 

5 ADN HP 0,1 % 

Phenonip 0,5 % 

EDTA 0,2 % 

Eau d'Avene q.s.p. 100 

10 FORMULATION k : 

Lipides 0,5 % . 

ADN HP 0,2 % 

Parahydroxybenzoate de butyle 0,2 % 

15 Eau florale 1 % 

^ Eau d'Avene q.s.p. 100 

FORMULATION 5 : 

20 Lipides 2 % 

ADN HP 0,5 % 

Acide sorbique 0,3 % 

Eau de Cauterets q.s.p. 100 

25 FORMULATION 6 : 

Lipides 1 % 

ADN HP , 0,5 % 

Vitamine C 1 % 

30 Phenonip 0,5 % 

Eau florale 1 % 

Eau de Cauterets q.s,p. 100 
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FORMULATION 7 : 



10 



20 



Lipides 2 % 

ADN HP o,5 % 

Extrait de Ginkgo 1 % 

Phenonip o,5 % 

Eau florale 1 % 

Eau thermale q.s.p. 100 

FORMULATION 8 : 



Lipides 0,1 % 

ADN HP 0,5 % 

15 Huile de bourrache 1 % 

Phenonip j % 

Eau thermale q.s.p. 100 



FORMULATION 9 : 



Lipides 10 % 

ADN HP 5 % 

Vitamine E 0,5 % 

Phenonip 1 % 

25 Eau thermale q.s.p. 100 



EXEMPLE » : Etude de stabilite 

30 L'etude de stabilite a ete effectuee a WC sur des 

formulations contenant 2 % de liposomes d'eau thermale d'Avene. 

La visualisation est realisee au microscope electronique, cette 

— — cwtwwv. uiuw api es avon ptuceue a 1a coloration 

negative des liposomes a i'aide d'une solution a 2 % de phosphotungstate 
35 de sodium. 
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suivant : 



Les resultats de cette etude sont resumes dans le tableau 



temps/mois 



gelifiant 



Gelatine 5 % 



Carbopol 9^1 (0,5%)\ * 



Carbopol 910 (0,5X) ♦ 



20 



25 



Eudispert HV (0,5X) + 



Eudispert HV (0.5X) * 



Dime thy cone 
copolyol (2 %) 



Collagene (5 %) I + 



ADN HP (0,1 X) ♦ 



ADN HP . (0.5 %)\ ♦ 



ADN HP (2 %) ♦ 



7 8 9 10 
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♦ I ♦ I ♦ I + 



♦ I ♦ I ♦ I ♦ 
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+ = Bonne stabilite (liposome 300 + 30 nm) 
30 * = Augmentation taille des liposomes (par fusion membranaire) 
- = Separation des phases (instability de la formule). 
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Les observations photographiques montrent que les liposomes 
sont bien disperses dans un reseau de i'ADN HP sans que ieur forme et leur 
taiiie soient alterees et confirme Ja stabilite surprenante des liposomes 

5 dans cette formulation. 

Des autres experiences reaiisees, on arrive au resultat que la 
presence d'ADN selon ^invention permet d'obtenir une stabilisation 
remarquabie des liposomes d'eau minerale selon ^invention lors de Ieur 
preparation ainsi que dans les formulations galeniques. 

0 Un taux de 0,5 a 2% d'ADN H.P. permet de stabiliser les 

liposomes pendant 24 mois, alors qu'avec les gelifiants clasiques du type 
Carbopol et/ou Collagene, la stabilite des membranes liposomiales est 
maintenue au maximum 6 mois, 

Cette stabilite peut etre expiiquee par la reticulation des 

5 fibres d'ADN H.P. en milieu aqueux qui permet la dispersion des liposomes 
et empeche la fusion des vesicules lipidiques. 
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EXEMPLE 5 : Activite pharmaceutique et chimique 

La vectonsation de Teau minerale sous forme liposomiale 
selon ^invention permet d'une fa?on surprenante de potentialiser I'activite 
pharmacologique et ciinique de cette eau. 

Les resultats obtenus sont resumes ci-apres. 

1. Inhibi tion de la degranulation des basophiles humains . 



La degranulation des basophiles humains est observee selon le 
protocole suivant : 

30 Obtention de basophiles sensibiiises a un antigene donne a partir de 

prelevements de malades allergiques ou apres sensibilisation pasive 
de basophiles de donneurs par un serum riche en IgE specifiques. 
Lorsque les basophiles sensibiiises proviennent dc malades 
allergiques, iJ est necessaire de proceder a un enrichissement par simple 

35 
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sedimentation a 1 g et centrifugation du plasma riche en leucocytes. Le 
culot leucocytaire contient de 1500 a 3000 basophiles/mm 3 . 

Les leucocytes obtenus sont alors mis en suspension dans un 
tampon mineral puis centrifuges. 

L'antigene sensibilisant est alors dilue dans le RPMI 16*0 (flows Labo) (7 
dilutions de 5 en 5) a partir d'une concentration par exemple de 10-3 s , n 
s'agit d'extraits glycerines. 

Afin d'etudier la vectorisation de l'eau d'Avene sur ce 
basophile-allergene sensibilisant, l'eau pure et de l'eau distillee sont mises 
en contact avec un aliquot du culot cellulaire et incubees 30 mn a 25°C. 
Apres ce temps d'incubation, la suspension cellulaire est melangee volume a 
volume avec les dilutions de l'antigene, plus un controie sans l'antigene. 
J5 Le melange cellules-antigene est mis a incuber 15 mn a 37°C 

puis colore par le bleu de toluidine. 
• Les baeophiles non degranules sont alors denombres dans des hemocyto- 
nitres de Malassez ou de Fuchs-Rosenthal. 
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Resultats 

Sur le tableau suivant figurent les resultats exprimes en 
pourcentage maximum de degranulation pour 15 tests de degranulation en 
presence de divers pneumallergenes. Le pourcentage de degranulation 
moyen pour les 15 experiences est de 57,1% pour les temoins eau distillee 
et eau d'Avene de 29,3% et de 14,1% pour les tests realises avec des 
liposomes stabilises. (Cette difference est hautement significative p < 
0,01). 
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Eau distillee 


Eau d'Avene 


Eau d'Avene 
liposomes ADN H.P. (5%) 


57,1% 
. 


29,3% 


14,1% 



10 

Conclusion 



La vectorisation de 1'eau d'Avene par les liposomes permet 
une potentialisation de 100% de J'effet inhibiteur de la degranulation des 

basophiles. 

2. Pharmacoclinique 
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Une potentialisation de i'activite anti-irritante chez 1'homme 
a ete etudiee a partir d'un modele d'irritation cutanee provoquee par le 
Lauryl Sulfate de Sodium (LSS). 

Produits testes : ( a ) Eau distillee 

(b) Eau d'Avene 

(c) Eau d'Avene (liposomes ADN H.P. - 5%) 

Les trois produits a etudier sont utilises comme solvant du LSS 
afin de realiser des solutions de meme concentration que la solution temoin 
de LSS constituant le modele d'irritation. lis sont appliques ainsi que le 
temoin sous patch-test occlusif, pendant 24 heures. 

devaluation de 1'intensite de i'irritation cutanee est realisee 
par mesure des variations du flux sanguin cutane en Velocimetrie Laser 
Doppler (VLD). 
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Protocoie (nombre de sujets : 20) 

Trois solutions de LSS a 0,7596 sont preparees a I'aide des 
produits a etudier (a-b-c). La solution temoin de LSS et les solutions de a, b 
et c sont appiiquees de maniere randomisee a raison de 65 ul/cm 2 sur un 
disque de papier filtre. 

Un pansement occiusif est ensuite maintenu pendant 7k 
heures. Apres retrait des pansements, la peau est laissee a l'air libre 
pendant 30 mn avant ie debut des mesures afin d'eliminer tout effet 
eventuel de I'occiusion. 

• La mesure du flux sanguin cutane est realisee par enregistre- 
ment VLD durant 10 mn sur chaque zone, d'une part avant 1'application des 
patches pour obtenir la ligne de base physiologique et, d'autre part, 30 mn 
apres le retrait des patches. 

Les resultats sont exprimes par la moyenne des aires sous la 

courbe. 

Le pourcentage d'inhibition de 1'inflammation par le LSS est 
calcule a I'aide de la formule suivante : 

% = ASC LSS - A.sr p , ioo 
ASC LSS 

ASC LSS = Aire sous la courbe pour la solution de LSS seule 

ASC p =Aire sous la courbe pour les solutions des produits a, b et c 

Afin de determiner si l'activite des produits etudies est 
significative, une etude statistique au moyen du test t apparie de Student 
est effectuee sur les resultats obtenus. 

Resultats 

Pourcentage d'inhibition de l'irritation induite par LSS 
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b 


c 


IH NS 


39,8 (S) 


82,2 (5) 
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REVENDlCATrnKK 



-JSC :::;™r ,on 1 ™ is< * - - - 

JO q Ut,,1Se est hautement polymerise (ADN HP), 

caracterise. ^ COn,P08lti ° n Selon ^ revendications l a 2 

r; JP :r e r t,ent 0,1 % 4 10 % de — - i 

15 . ■ *' Com P° sition selon J'une des revendications . * , 

.earache en ce qu . e „e cont.en, * „, a ,0 3 3 ' 

earache e '„ "™ ™»*»«<« ■ * 

6. Composition selon I'tin* w« 

caracteri^« - es reve ndications 1 a 5 

de ginkgo biioba. °"rrache, 1 huile d'argan, un extrait 

7. Composition selon les revendications 1 a 6 cararti ■ - 

» : r ;r u,1,i " - piu > >~^ zzzzz 

8. Composition *eiun I'lm- w« 
caracterisee en ce cue la rn m revenaications , a 7, 

en ce que la compostion comporte 0,1 a 3 % An n 
pnncipe actif associe poids dudlt 
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9. Composition selon les revendications 1 a 8 caracterisee en 
ce qu'elle comporte en outre un ou des vehicuies appropnes pour une 
utilisation en cosmetologie notamment en dermocosmetologie. 

10. Procede de preparation d'une composition comportant un 
gel de liposomes selon l'une des revendications precedentes caracterisee en 
ce qu'il comporte les etapes suivantes : 

1) On prepare une phase liquide constitute essentiellement 
par une solution de lipides amphiphiles et eventueliement un dit principe 
actif associe de nature lipophile dans un solvant organique et plus 
particulierement i'ethanol, 

2) Cette phase est alors ajoutee sous agitation moderee, dans 
une solution d'eau thermale contenant eventueliement un dit principe actif 

15 associe de nature hydrophiie, 

^ 3) Apres evaporation sous pression reduite, on obtient une 
suspension de concentration voulue en liposomes, 

4) A la suspension precedente, on mtroduit sous agitation 
moderee dudit ADN. 
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